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Los metabolitos secundarios juegan un papel muy importante en la defensa de las plantas. 
Estos compuestos sintetizados por las plantas incluyen terpenos, alcaloides y compuestos 
fenólicos. Los compuestos fenólicos provienen de la ruta del shikimato e incluyen a los 
fenilpropanoides, compuestos que participan en la respuesta defensiva de plantas frente a 
patógenos e insectos. Los ácidos hidroxicinámicos (HCA) y los flavonoides son dos tipos de 
fenilpropanoides que resultan importantes para este trabajo.  
Se ha descrito que plantas transgénicas de tomate que sobre-expresan el enzima tiramina 
hidroxicinamoil transferasa (35::THT), que participa en la ruta de biosíntesis de amidas del ácido 
hidroxicinámico (HCAAs), son más resistentes a la bacteria Pseudomonas syringae pv tomato 
(Campos et al., 2014). Las HCAAs, derivadas de los HCA, tienen un papel importante en la 
defensa de la planta, al igual que los flavonoides. La mayoría de los flavonoides en plantas 
superiores se pueden acumular en forma de glicoconjugados. La glicosilación es una de las 
modificaciones más comunes de los metabolitos secundarios y se lleva a cabo mediante unas 
enzimas denominadas glicosiltransferasas. Se ha demostrado que la glicosiltransferasa de tomate 
inducida por herida, Twi1 (Tomato Wound Induced 1) muestra actividad in vitro frente a los 
flavonoides quercetina y kaempferol. Asimismo, plantas transgénicas de tomate que tienen 
silenciada esta glicosiltransferasa (RNAi_Twi1) presentan una acumulación diferencial de 
sustratos y una mayor susceptibilidad al virus del bronceado del tomate (Campos et al., 2019). 
Puesto que tanto THT como Twi1 se inducen en plantas de tomate en respuesta a herida, 
en este Trabajo fin de Máster se estudia el papel que ambos genes, y sus correspondientes 
metabolitos asociados, pueden jugar en la respuesta de las plantas de tomate a este tipo de estrés. 
Para ello, se han llevado a cabo metodologías de caracterización fenotípica, molecular y química 
de las plantas transgénicas de tomate 35::THT y RNAi_Twi1 en respuesta a la herida. Con los 
resultados obtenidos, se sugiere que las plantas 35S::THT activan en menor medida la respuesta 
defensiva tras herir, ya que podrían ser más resistentes al daño mecánico mediante el refuerzo de 
la pared celular por parte de las HCAAs. Por otro lado, las plantas de tomate RNAi_Twi1 presentan 
una mayor inducción de genes en respuesta a herida, sugiriendo que la glicosilación de los 
sustratos de Twi1, como la quercetina, podría reprimir esta respuesta. El estudio de los niveles de 
acumulación de quercetina sugiere que la herida produce una disminución de los niveles de 
quercetina libre y total en plantas de tomate, mientras que el silenciamiento de Twi1 produce su 
aumento.  
Nuestros resultados parecen indicar que los genes THT y Twi1, que participan en el 
metabolismo de las HCAAs y los flavonoides, respectivamente, parecen jugar un papel en la 





Secondary metabolites play a very important role in the defense of plants. These compounds 
synthesized by plants include terpenes, alkaloids and phenolic compounds. Phenolic compounds 
come from the shikimate pathway and include phenylpropanoids, compounds that participate in 
the defensive response of plants against pathogens and insects. Hydroxycinnamic acids (HCA) 
and flavonoids are two types of phenylpropanoids important for this work.  
It has been described that transgenic tomato plants overexpressing the enzyme tyramine 
hydroxycinnamoyl transferase (35::THT), which participates in the hydroxycinnamic acid amide 
biosynthesis pathway (HCAAs), are more resistant to the bacterium Pseudomonas syringae pv 
tomato (Campos et al., 2014). HCAAs, derived from HCAs, and flavonoids play an important 
role in plant defense. Most of the flavonoids in higher plants can be accumulated as 
glycoconjugates. Glycosylation is one of the most common modifications of secondary 
metabolites and is carried out by enzymes called glycosyltransferases. It has been shown that the 
wound induced tomato glycosyltransferase, Twi1 (Tomato Wound Induced 1) shows in vitro 
activity against the flavonoids quercetin and kaempferol. Also, transgenic tomato plants silencing 
this glycosyltransferase (RNAi_Twi1) show differential accumulation of substrates, and increased 
susceptibility to tomato wilt virus (Campos et al., 2019). 
Since both THT and Twi1 are induced in tomato plants in response to injury, this work studies 
the role that both genes, and their corresponding associated metabolites, can play in the response 
of tomato plants in this type of stress. To this aim, phenotypic, molecular and chemical 
characterizations of 35::THT and RNAi_Twi1 tomato transgenic plants in response to injury have 
been carried out. Our results suggest that 35S::THT plants activate to a lesser extent the defensive 
response after wounding, since they could be more resistant to mechanical damage through the 
reinforcement of the cell wall by HCAAs. On the other hand, RNAi_Twi1 tomato plants showed 
a higher induction of genes in response to injury, suggesting that glycosylation of Twi1 substrates, 
such as quercetin, could suppress this response. The analysis of the quercetin levels appeared to 
suggest that wounding produces a decrease in the levels of free and total quercetin, while Twi1 
silencing produces its increase. 
Our results suggest that THT and Twi1 genes, which are involved in the metabolism of 
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1. Importancia agronómica del tomate  
La planta de tomate, Solanum lycopersicum L., es una herbácea de la familia de las 
Solanáceas cuyo género es el más amplio, comprendiendo entre 1200 y 1700 especies 
presentes en casi toda la zona templada y tropical. Es un cultivo hortícola de una gran 
importancia económica, con una producción mundial superior a 180 millones de 
toneladas (FAO, 2019). En España se destinan 56.037 hectáreas al cultivo del tomate, con 
un rendimiento de cinco millones de toneladas, situándose como el octavo mayor país 
productor de tomate a nivel mundial.  
Esta especie se ha extendido a nivel mundial desde la zona de Perú-Ecuador, y fue 
introducida en Europa en el siglo XVI (Argerich et al., 2013). Aunque la climatología 
afecta a su desarrollo, S. lycopersicum puede cultivarse en cualquier época del año, siendo 
de primavera a verano la época de máximo potencial de crecimiento, coincidiendo con la 
presencia de plagas y enfermedades (Meza et al. 2013), producidas por artrópodos, 
nemátodos, hongos, bacterias y virus con efectos devastadores (Ramegowda y Senthil-
Kumar, 2015). 
Entre las plagas más importantes del tomate se encuentran los perforadores o 
succionadores como la mosca blanca Bemisia tabaci, los trips del género Frankliniella, 
los ácaros del género Tetranychus y los pulgones como Macrosiphum euphorbiae . 
Algunas de estas plagas, además, son vectores de virus. Por otro lado, también se 
encuentran los insectos masticadores como Tuta absoluta (Gallo et al., 2002). Estos 
artrópodos pueden causar grandes pérdidas en cosechas de tomate, llegando a provocar 
una reducción de casi el 60% de beneficios del cultivo del tomate (Picanço et al. 2007). 
De la misma manera pueden sufrir infecciones de nemátodos endoparásitos formadores 
de nódulos en raíz como son Meloidogyne sp, que se consideran una de las plagas más 
dañinas del tomate a nivel mundial (Trudgill y Blok, 2001).  
Por otro lado, son unas 200 especies de microorganismos patógenos de origen 
fúngico, bacteriano o viral las que infectan S. lycopersicum, afectando a la cantidad y 
calidad de los cultivos (Csizinszky et al., 2005; Reis y Lopes, 2006; Akhtar et al., 2010). 
Estos microorganismos pueden causar efectos en la planta como marchitamiento, 
manchas, pudrimiento de raíces, daño a semillas (Anderson et al., 2004), afección de 
diferentes partes de la planta (Walling, 2008). Además, también actúan como agentes de 
transmisión a otras plantas sanas (Mann et al., 2012).  
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La Biotecnología ha permitido el avance en la lucha contra estas plagas y 
enfermedades del tomate. El presente trabajo pretende profundizar en el estudio de los 
mecanismos de defensa que tienen lugar en la planta, con el fin de obtener plantas 
mejoradas que presenten una mayor resistencia frente a estreses bióticos de diversa 
naturaleza. 
2. Mecanismos de respuesta defensiva de las plantas  
Las plantas al ser organismos sésiles, han desarrollado, a lo largo de la evolución, 
formas de protección ante los diversos estreses bióticos (Dangl y Jones, 2001, Dixon, 
2001) produciendo la activación de rutas de señalización de las diferentes respuestas 
defensivas (Dangl y Jones, 2001; Dixon, 2001). De esta manera se pueden inducir 
respuestas localizadas que reducen el comienzo del desarrollo de la enfermedad en la zona 
de entrada del patógeno o del insecto y, por otro lado, se activan las respuestas sistémicas 
que aportan resistencia a otras partes de la planta frente a posibles ataques posteriores 
(Halim et al. 2006).  
Como mecanismo de resistencia, las plantas emplean diferentes estrategias para 
defenderse de los patógenos y de los insectos. La primera línea defensiva incluye la 
protección directa con barreras químicas y físicas constitutivas, es decir presentes 
independientemente del estrés biótico. La segunda se activa con el reconocimiento del 
patógeno o del insecto y lleva consigo la inducción de una respuesta defensiva específica 
del tipo de ataque.  
2.1. Señalización de la respuesta defensiva. 
Las plantas activan rutas de defensa específicas frente a los diferentes tipos de estreses 
bióticos (Thomma et al., 2001). La señalización de estas rutas defensivas está mediada 
por moléculas clave en la regulación de la expresión de las proteínas de defensa 
específicas para cada una de ellas (Uknes et al., 1992; Stuiver et al., 2001). Así pues, 
compuestos como el SA, el JA y el etileno (ET) regulan las rutas de defensa de las plantas 
para desencadenar las respuestas apropiadas (Van Loon et al, 2006; Wünsche et al, 2011). 
Mientras que la ruta señalizada por SA se activa principalmente en respuesta a patógenos 
biótrofos y conduce a la síntesis de proteínas PR, la ruta mediada por JA/ET se activa 
frente a patógenos necrótrofos y herida (Zhang et al., 2017) y lleva consigo la 
acumulación de inhibidores de proteasas (PI) en tomate (Farmer et al, 1990).  
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Existe una comunicación cruzada entre respuestas de defensa mediadas por SA y 
JA/ET aunque tienen interacciones opuestas (Dempsey et al., 2017). Así pues, la 
resistencia a biótrofos está a menudo correlacionada con una mayor susceptibilidad a 
patógenos necrótrofos, y una resistencia a necrótrofos está con frecuencia correlacionada 
con una mayor susceptibilidad a patógenos biótrofos (Robert-Seilaniantz et al., 2011; 
Amil-Ruiz et al., 2016).  
2.2. La respuesta defensiva frente a patógenos. 
Los sistemas de resistencia inducida contra patógenos en plantas constan de varios 
niveles (Jones y Dangl, 2006). En el primero conocido como PTI (PAMP Triggered 
Immunity), la planta reconoce los patrones moleculares asociados a patógenos o 
microorganismos (PAMPs). En el segundo, conocido como ETI (Effector-Triggered 
Immunity), la planta reconoce específicamente a los efectores patogénicos dando lugar a 
la resistencia a la enfermedad. Se produce la muerte celular alrededor del punto de entrada 
del patógeno, produciendo un rápido colapso del tejido infectado e impidiendo la 
posterior expansión del patógeno, conocida como “reacción hipersensible 
(Hypersensitive Reaction, HR). La función de la HR es entre otras, restringir la expansión 
del patógeno en la planta mediante un proceso en el que las células situadas alrededor de 
la respuesta adquieren una resistencia local (Ross, 1961a) de modo que refuerza las 
paredes celulares, induce la síntesis de fitoalexinas y la expresión de genes relacionados 
con la defensa frente a patógenos (Hammond-Kosack y Jones, 1997; Fritig et al., 1998). 
Otra función de la HR es iniciar una liberación de señales móviles que inducen 
mecanismos de defensa en partes de la planta no infectadas (Hammond-Kosack Jones, 
1997) dando lugar a una resistencia sistémica adquirida (SAR) que protege a la planta 
durante un largo periodo frente a infecciones posteriores de distinta naturaleza (Ryals et 
al., 1996). Tanto la activación de HR como la de SAR dependen de la acumulación de 
ácido salicílico (SA), que ha sido considerada como la molécula señal clave de la 
activación de la respuesta defensiva frente a patógenos (Ding y Ding, 2020).  
Las reorganizaciones transcriptómicas (Reymond et al., 2004; Bosch et al., 2014) 
producidas en tomate, como consecuencia de una infección patogénica aumentan la 
resistencia de la planta a sus atacantes (Stout et al. 2018). Gran parte de los transcritos 
que se regulan negativamente están relacionados con el metabolismo primario (Gómez et 
al., 2010), mientras que, por el contrario, los genes regulados positivamente están 
relacionados con el metabolismo secundario y con la resistencia de la planta (Chen et al., 
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2005; Thaler et al., 2010; Bosch et al., 2014). Entre estos genes defensivos se encuentran 
las proteínas PRs (Pathogenesis related) que se utilizan como marcadores clásicos de la 
respuesta defensiva a patógenos en plantas de tomate (Tornero et al., 1993).  
2.3. La respuesta inducida por herida. 
Tanto factores abióticos (sequía, temperaturas extremas, lluvia, granizo) como 
bióticos (organismos herbívoros e insectos que se alimentan de plantas, microorganismos 
infectando tejidos) causan un daño mecánico produciendo una herida en especies 
vegetales (León et al, 2001; Schilmiler y Howe, 2005; Lup et al 2016). Ante estos agentes 
estresantes las células vegetales responden mediante la activación de rutas bioquímicas 
para crear una barrera e iniciar estrategias de cicatrización de las heridas causadas (Green 
y Ryan, 1972; León et al 1998; Savatin et al, 2014 y Minibayeva et al 2015).  
Como en la respuesta a patógenos y debido a las redes de señalización, se inducen 
cambios no sólo a nivel local, sino también a nivel sistémico. En S.lycopersicum, los 
herbívoros (Gatehouse, 2002), el daño mecánico o herida (Farmer y Ryan, 1990; Howe, 
2004) y algunos tipos de patógenos necrotróficos producen una respuesta que genera la 
activación de la ruta de señalización mediada por la hormona ácido jasmónico (JA; 
Wasternack et al., 2006), que activa la defensa sistémica (Schilmiller y Howe, 2005). En 
tomate, el proceso comienza con la producción de sistemina, un péptido de 18 
aminoácidos (McGurl y Ryan, 1992; Bergey et al., 1996; Schilmiller y Howe, 2005; Chen 
et al., 2006). La unión de la sistemina a su receptor quinasa en la membrana plasmática 
(Scheer y Ryan, 2002) activa una fosfolipasa que libera ácido linoleico, a partir del cual 
se sintetiza el JA (Bergey et al., 1996; Campos et al., 2014) mediante la acción de las 
lipoxigenasas (LOX), enzimas oxidantes de lípidos en plantas (Andre y Hou, 1932; Rance 
et al., 1998; Porta y Rocha-Sosa, 2002). De entre todos los genes que codifican las LOX, 
LOXD es uno de los más expresados tras 30 minutos de haberse producido la herida y 
está involucrado tanto en la biosíntesis de JA como en funciones de defensa de la planta 
(Yan et al., 2013).  
El compuesto que activa directamente estas respuestas defensivas inducidas por JA 
es JA-Isoleucina (JA-Ile;Staswick y Tiryaki, 2004; Thines et al., 2007; Katsir et al., 
2008b; Melotto et al., 2008) a través de las proteínas JAZ (proteínas de jasmonato con 
dominio ZIM), las cuales se inducen en respuesta a herida (Koo et al., 2009). En 
condiciones, normales, cuando los niveles de JA son bajos en las células, JAZ se une a 
MYC2, reprimiendo la respuesta a JA (Chini et al., 2007; Thines et al., 2007; Chico et 
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al., 2008; Katsir et al., 2008a). Es decir, participan en el mecanismo represor de respuestas 
transcripcionales dependientes de JA. Sin embargo, cuando aumentan los niveles de JA, 
su forma activa JA-Ile se une al receptor COI1 (coronatine insensitive1) facilitando la 
degradación de las proteínas represoras JAZ, liberando así MYC2 y activando la respuesta 
defensiva (Figura 1; Chini et al., 2007; Thines et al., 2007). 
 
Figura 1: Modelo de represión transcripcional mediado por JAZ y activación transcripcional de señalización de JA 
mediado por la percepción de JA-Ile. A: En condiciones normales la expresión de genes de respuesta a JA es reprimida 
por las proteínas de la familia de JAZ, que funcionan como represores transcripcionales (mediante la unión e inhibición 
de factores de transcripción MYC. Las flechas rojas indican represión transcripcional. B: Ja-Ile activa la interacción de 
JAZ y COI1, posteriormente forman un complejo (Thines et al., 2007; Katsir et al., 2008; Melotto et al., 2008; Yan et 
al., 2009; Sheard et al., 2010) que lleva a la ubiquitinación y a la degradación por el proteasoma de represores JAZ y 
libera los FT MYC (Chini et al., 2007; Thines et al., 2007; Yan et al., 2007). Las flechas verdes indican activación de 
genes de respuesta a JA. Figura tomada de Zhang L. et al, 2017.  
Posteriormente, la activación transcripcional de genes mediada por JA conduce al 
aumento de la biosíntesis de compuestos secundarios y de inhibidores de proteasas (PI; 
Donnell et al. 1998), proteínas capaces de inhibir la actividad proteolítica de proteasas 
digestivas en insectos (Duffey y Stout, 1996) y conferir resistencia (Stout et al. 2018). Es 
por ello por lo que se utilizan como marcadores de la respuesta a herida (Bowles, 1993). 
En particular, la proteína inhibidora de quimotripsina en tomate TCI21, constituye un 
buen marcador de la respuesta a herida en tomate (Lisón et al, 2006). Asimismo, la herida 
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produce la acumulación de polifenoloxidasas (PPO) (Bergey et al., 1996; Duffey and 
Stout, 1996), una enzima oxidativa que cataliza la producción de quinonas a partir de 
difenoles, reduciendo el valor nutritivo de las hojas para herbívoros (Duffey Stout, 1996; 
Zhang et al., 2008) y afectando por tanto al crecimiento y reproducción de los mismos 
(Bhonwong et al., 2009).   
Tras el estrés por herida, las células vegetales activan el metabolismo de especies 
reactivas de oxígeno (ROS) mediante un aumento de oxidación de lípidos y proteínas 
para tratar de evitar infecciones en la zona de la herida (Orozco et al, 2001; Fernández-
Ocaña et al 2011; Soares et al, 2011; Beneloujaephajri et al, 2013), causando estrés 
oxidativo en la zona dañada o bien actuando como moléculas señal (Houmani et al, 2018). 
Sin embargo, las ROS en altas concentraciones pueden ser tóxicas por lo que las especies 
vegetales han desarrollado un efectivo mecanismo antioxidante utilizando tanto 
biometabolitos como enzimas (Foyer y Shigeoka, 2011; Bela et al., 2015). Por ejemplo, 
las superóxido dismutasas (SOD) proporcionan defensa antioxidante mediante la 
dismutación de O2
- en O2 y H2O2. Entre las enzimas que protegen a la célula del daño 
oxidativo producido por ROS mediante la eliminación del H2O2 producido, destacan las 
catalasas (CAT) que lo descomponen a H2O y O2 (Scandalios et al. 1997) y las 
peroxidasas (POD), que son oxidorreductasas (Creissen et al. 1994) inducidas tras herida 
(Francia et al. 2007) que además intervienen en procesos de lignificación, suberificación 
y polimerización de fenoles (Kolattukudy et al. 1992).  
La herida, además, induce rápidamente la síntesis de callosa (Stone y Clarke, 1992; 
Jacobs et al, 2003), un polímero de glucosa con enlaces β-1,3-glucano, que también se 
deposita en la zona de infección reforzando la pared celular para evitar la penetración de 
patógenos (Hofmann et al., 2010; Ellinger et al., 2013).En el caso de Arabidopsis su 
genoma codifica 12 enzimas implicadas en la síntesis de la callosa (Richmond and 
Somerville, 2000; Hong et al., 2001) (CalSs) y es degradada por β -1,3-glucanasas (Chen 
y Kim, 2009). De las cuales, Cals12 (también llamado GSL5 y PMR4) es la responsable 
de esta síntesis inducida por patógenos (Nishimura et al., 2003; Clay et al., 2009) y herida 
(Jacobs et al., 2003). En tomate, se ha descrito que la inducción de CalS11-like and 
CalS12-like se reprime tras la infección con viroide (Adkar-Purushothama et al., 2015).  
Tanto la respuesta defensiva activada por patógenos como la activada por insectos o 
herida incluyen la producción de metabolitos secundarios, que son compuestos de bajo 
peso molecular, que restringen el avance de la agresión (Stout et al. 2018). 
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3. Metabolitos secundarios en la respuesta defensiva. 
Las plantas producen una diversa gama de productos naturales conocidos como 
metabolitos secundarios, que difieren de los componentes del metabolismo primario en 
que no son esenciales para los procesos metabólicos básicos de la planta (Dixon, 2001). 
Para gestionar las interacciones con el medioambiente y otras formas de vida, las plantas 
sintetizan estos metabolitos secundarios que incluyen a tres grupos estructurales: 
terpenos, alcaloides y compuestos fenólicos (Taiz y Zeiger, 1991). Al igual que muchas 
de las especies de la familia de las Solanaceas, S. lycopersicum contiene numerosos 
compuestos pertenecientes a estos tres grupos (Duffey y Stout, 1996; Glas et al., 2012).  
Los terpenos son una enorme y diversa clase de compuestos orgánicos derivados del 
isopreno descritos tanto en plantas, como en animales y microorganismos (Roberts, 
2007). Tienen un papel importante en la defensa de las plantas frente estreses bióticos y 
abióticos. En el caso de Solanáceas, algunos sesquiterpenoides (Harborne, 1999) actúan 
como fitoalexinas acumulándose en la zona de infección impidiendo la propagación de 
los patógenos (Jeandet et al., 2013). 
Los alcaloides, son compuestos nitrogenados básicos naturales de origen vegetal que 
proceden de los aminoácidos (Culvenor, 1973; Petterson et al, 1991; Waterman, 1993). 
Son un grupo de metabolitos secundarios implicados en el sistema defensivo químico de 
las plantas tanto constitutivo como inducible. Tienen múltiples efectos fisiológicos en 
posibles predadores (Walling, 2008; Creelman y Mullet, 1997) y actividades antibióticas 
(Oka et al., 2006). En la planta de tomate destaca la tomatina, un glicoalcaloide 
encontrado en los tallos y hojas con propiedades fungicidas (Oka et al., 2006).  
En cuanto a los compuestos fenólicos son un grupo de compuestos secundarios que 
provienen de la ruta del shikimato (Martin, 2018), y tienen al menos un anillo aromático 
con un grupo hidroxilo en su estructura. Dependiendo de su esqueleto carbonado, estos 
compuestos se pueden dividir en los fenólicos simples (C6), estilbenos (C6-C2) y 
fenilpropanoides (C6-C3).  
3.1. Los fenilpropanoides: biosíntesis y papel en la respuesta defensiva 
Los fenilpropanoides son una familia de compuestos fenólicos que participan en la 
respuesta defensiva de las plantas frente a patógenos e insectos (Newman et al. 2001; 
Ishihara et al. 2008; Naoumkina et al. 2010; Vogt 2010; Ghasemzadeh et al., 2011).  
Incluyen a dos grupos de compuestos defensivos muy relevantes en este TFM, los ácidos 
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hidroxicinámicos y los flavonoides (De la Rosa et al, 2019). Su ruta de biosíntesis se 
muestra en la figura 2. 
 
 
Figura 2. A: Ruta de biosíntesis de ácidos hidroxicinamicos (HCA) como el ácido p-coumarico y el ácido ferúlico. 
C4H, 4-cinamato hidroxilasa; C3H, 3-coumaril hidroxilasa; COMT, ácido cafeico o-metiltransferasa; F5H, ferulato 5-
hidroxilasa; HCQT, Hidroxicinnamoil-coenzima A quinato transferasa; PAL, fenilalanina amonio liasa; TAL, tirosina 
amonio liasa. B: Ruta de biosíntesis de flavonoides, donde el flavonol que tiene como radicales OH y H pertenece a la 
estructura de la quercetina. CHS, chalcona sintasa; CHI, chalcona isomerasa; F3H, flavonona 3-hydroxylase; F3'H, 
flavonoide 3'-hidroxilasa; FNS, flavona sintasa; FLS, flavonol sintasa; DFR, dihidroflavonol 4-reductasa; LAR, 
leucoantocianidina reductasa; ANS, anthocianidina sintasa; UFGT, UDP-glucose: flavonoide 3-O-glucosiltransferase. 
(Adaptado de De la Rosa et al, 2019). 
Los ácidos hidroxicinámicos se sintetizan a partir de los aminoácidos fenilalanina y 
tirosina por la acción de la fenilalanina amonio-liasa (PAL) y tirosina amonio-liasa 
(TAL), respectivamente, que dan lugar al ácido cinámico, precursor de los ácidos 
cumárico, cafeico y ferúlico (Figura 2A). La conjugación de estos ácidos con aminas 
biógenas produce la síntesis de las amidas derivas de ácidos hidroxicinámicos (HCAA), 
implicadas en programas de defensa inducibles como componentes finales de la respuesta 
defensiva de la planta frente a diversos ataques patogénicos (Hahlbrock y Scheel 1989; 
Keller et al. 1996; Pearce et al. 1998; Schmidt et al. 1998; Newman et al. 2001; Campos 
et al. 2014).  
Los flavonoides existen en la gran mayoría de las especies vegetales y constituyen un 






los ácidos hidroxicinámicos, los precursores de los flavonoides proceden del ácido p-
cumárico (Figura 2B), el cual se activa como p-cumaroil-CoA y se condensa con 3 
moléculas de malonil-CoA para formar una chalcona, por la acción del enzima CHS 
(chalcona sintasa). Después de esta reacción, la CHI (chalcona isomerasa) convierte a la 
chalcona en una flavanona que es modificada por varios enzimas de la ruta de los 
flavonoides para generar una amplia diversidad de derivados, entre los que se encuentran 
los flavonoles como la quercetina y el kaempferol (Figura 2B). La propiedad más 
destacable de las distintas clases de flavonoides es su elevada capacidad antioxidante 
(Nijvelt et al., 2001), lo que les permite estabilizar radicales libres que, de otro modo, 
causarían importantes daños a nivel celular. (Treutter, 2006).  
3.2. Los fenilpropanoides en la respuesta a herida. 
El estrés provocado por herida en especies vegetales conlleva la producción y 
acumulación de estos compuestos fenólicos a nivel local y sistémico a través de la 
producción de ROS y de las rutas de señalización mediadas por ET y JA (Maffei et al, 
2007; Engelberth et al, 2012; Koo et al, 2009; Ibáñez et al, 2019). La activación de la 
producción de estos compuestos se produce debido a la inducción de genes que codifican 
enzimas relacionadas con su biosíntesis como la PAL y la CHS (Figura 2). Así, se ha 
demostrado que estos cambios producen aumentos en niveles de flavonoides tales como 
quercetina y rutina en fresas cuyas hojas han sido heridas (Ibañez et al, 2019). Del mismo 
modo, en zanahoria se ha descrito la activación de estos genes tras la herida, acompañada 
de una acumulación de compuestos fenólicos tales como el ácido clorogénico o el p-
coumárico (Jacobo-Velazquez et al, 2011; Viacava et al, 2020; Heredia y Cisneros-
Zevallos, 2009). La MpPAL de Marchantia polymorpha también se induce tras la herida, 
llevando consigo la acumulación de compuestos fenólicos tales como la luteolina, 
apigenina, y la isoriccardina C (Yoshikawa et al., 2018) y tratamientos exógenos con JA 
producen la acumulación de flavonoides en cártamo (Tu et al, 2016). En tuna roja 
sometida a un estrés por herida y radiación UV-B, además de la inducción de PAL y la 
consiguiente acumulación de compuestos fenólicos como quercetina y kaempferol se 
observó un aumento de la actividad de la lactona deshidrogenasa (GalLDH) y la 
biosíntesis del ácido ascórbico (Ortega-Hernández et.al, 2019). Los resultados 
permitieron generar un modelo fisiológico que explica la acumulación de compuestos 
fenólicos y de ácido ascórbico en las tunas sometidas a heridas y radiación UV-B, donde 
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las heridas facilitan que los rayos UV-B accedan al tejido subyacente y mejoran la 
respuesta defensiva de forma sinérgica (Figura 3). 
 
Figura 3: Modelo de los efectos combinados producidos por estrés por radiación UVB y herida en la acumulación de 
compuestos fenólicos y ácido ascórbico en tuna roja. Cuando se produce herida se facilita la entrada de UV lo que 
incrementa la activación de factores de transcripción inducidos por ROS y UVB. Para la acumulación de compuestos 
fenólicos en el tejido herido, el ATP extracelular liberado del tejido herido actúa como señal primaria para la producción 
de ROS, lo que hace de señal secundaria aumentando los niveles de PAL y compuestos fenólicos.  
Además de la activación de los genes implicados en la biosíntesis de compuestos 
fenólicos, la herida también induce la expresión de los factores de transcripción RrMYB5 
y RrMYB10 involucrados en la síntesis de proantocianidinas en flores y hojas de R. rugosa 
(Shen et al, 2019). 
No obstante, se conoce muy poco acerca de la activación del metabolismo secundario 
en respuesta a herida en plantas de tomate. 
4. Modificaciones de los metabolitos secundarios 
A la gran variedad de rutas metabólicas implicadas en la síntesis de compuestos 
pertenecientes al metabolismo secundario de las plantas, se unen modificaciones 
adicionales tales como la conjugación, hidroxilación, metilación o acilación que confieren 
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una mayor diversidad a este grupo de metabolitos (Gachon et al., 2005; D’auria et al. 
2005).  
4.1. Conjugación de ácidos hidroxicinámicos con aminas biogénicas. THT – 
Hidroxycinnamoil-transferasa. 
En plantas superiores, los ácidos hidroxicinámicos como el p-cumárico (ácido 4-
hidroxicinámico; Figura 2A) y el ferúlico (4-hidroxi-3-metoxicinámico; Figura 2A) 
pueden conjugarse con varias β-feniletilaminas como tiramina y octopamina, formando 
las amidas derivadas del ácido N-hidroxicinámico (HCAA) que se acumulan mayormente 
en la pared celular (Strack 1997; Facchini et al. 2002). Las HCAAs son los constituyentes 
fenólicos principales de flores, granos de polen y semillas (Bottcher et al. 2008; Luo et 
al. 2009; Handrick et al. 2010). Además, poseen un alto poder antioxidante y terapéutico 
(Zhang et al. 1997; Kawashima et al. 1998; Nagatsu et al. 2000; Park and Schoene 2002; 
Roh et al. 2004) y representan una clase importante de compuestos bioactivos con 
propiedades antivirales, antibacterianas, antifúngicas e insecticidas (Grandmaison et al. 
1993; Lee et al. 2004; Tebayashi et al. 2007). 
La enzima tiramina hidroxicinamoil transferasa THT (Figura 4) cataliza el último 
paso de la biosíntesis de HCAAs (Negrel y Martin 1984; Negrel y Javelle 1997; Schmidt 
et al. 1999; Facchini et al. 2002; von Roepenack et al, 2003). Se aisló por primera vez a 
partir de la planta de tabaco (Negrel y Martin 1984) y tiene un papel en las respuestas 
defensivas, ya que se induce por elicitores, herida y patógenos (Hahlbrock y Scheel 1989; 
Villegas y Brodelius 1990; Negrel et al. 1993; Schmidt et al. 1998). 
 
Figura 4 La ruta biosintética del HCAA p-coumaroiltiramina. La enzima THT es responsable de la síntesis de 
HCAA como p-coumaroiltiramina a partir de tiramina y p-coumaroil-CoA. También las enzimas PAL y 4CL de la ruta 
de fenilpropanoides, están involucradas en la síntesis del p-coumaroil-CoA del mismo modo que TDC interviene en la 
síntesis de tiramina (Von Roepenack et al. 2003). 
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En nuestro laboratorio se observó que la infección de plantas de tomate con la bacteria 
Pseudomonas syringae pv. tomato produce la inducción de THT y la acumulación de 
HCAA (Zacarés et al., 2007; López Gresa et al. 2011). Asimismo, se generaron plantas 
transgénicas de tomate de la variedad Money Maker que sobreexpresan el gen THT 
empleando el promotor constitutivo 35S de Cauliflower mosaic virus (CaMV). Estas 
plantas mostraron una mayor acumulación constitutiva de coumaroiltiramina (CT) y 
feruloiltiramina (FT) tanto en hojas como en flores y frutos. Asimismo, la infección de 
estas plantas transgénicas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato produjo una 
mayor acumulación no sólo de CT y FT, sino también de las amidas derivadas de la 
octopamina y de la noradrenalina. Dicha acumulación fue acompañada de una mayor 
síntesis de SA, mayor inducción de genes PR y una consiguiente mayor resistencia frente 
a la bacteria (Campos et al. 2014) 
La acumulación de HCAA juega un doble papel en la defensa de la planta. Por una 
parte, actúan físicamente reforzando la pared celular y haciéndola más resistente (Clarke 
1982; Negrel y Lherminier 1987) y, por otra, químicamente como agentes 
antimicrobianos (Newman et al. 2001; Harris et al. 2010). De hecho, la potente actividad 
antioxidante de la HCAA feruloil-noradrenalina in vitro e in vivo permitió la solicitud de 
la patente de este compuesto identificado y caracterizado por nuestro grupo (López-
Gresa, et al, 2010). 
4.2. Glicosilación de compuestos fenólicos.  Twi1–Tomato Wound-induced  
Glicosil-transferasa  
Una de las modificaciones más relevantes en los metabolitos secundarios es la 
glicosilación (Botella et al. 2016), en la que se produce la adición covalente de azúcares 
desde el nucleótido donante activado a grupos funcionales (Figura 5), mayormente grupos 
carboxilo hidroxilo o amino a moléculas aceptoras (Bowles et al, 2005; Gachon et al. 
2005; Meech et al. 2020). La glicosilación de los metabolitos reduce su toxicidad, 
aumenta su solubilidad y acumulación, regula su localización subcelular y su poder 






Figura 5 Mecanismo de reacción en trigo sarraceno catalizado por el enzima flavonol 3-O-glucosiltransferasa F3GT 
con quercetina y UDP-glucosa como sustratos, para formar isoquercetina (quercetina 3-O-glucósido) la cual utiliza en 
una reacción posterior el enzima flavonol 3-O-rhamnosiltransferasa para formar rutina (quercetina 3-O-rutinosido) y la 
posterior liberación de la fracción UPD. Modelo de Koja et al 2018. 
Este proceso es catalizado por enzimas denominadas uridine diphosphate (UDP) 
glicosiltransferasas (UGT; Ross et al. 2001; Paquette et al. 2003; Gachon et al. 2005), que 
son una familia de enzimas presentes en animales, hongos, bacterias y plantas (Meech et 
al. 2020). Actualmente existen 111 familias de glicosiltransferasas según la base de datos 
de “Carbohydrate Active enZymes” (CAZy). Las UGTs pertenecen a la familia 1, se 
localizan generalmente en el citosol y reconocen como sustratos a compuestos de bajo 
peso molecular como, por ejemplo, compuestos fenólicos, terpenoides, esteroides, y 
fitohormonas (Ross y O'Neill, 2001; Lim et al, 2005; Bowles et al, 2006; von Saint Paul 
et al, 2011; Meech et al. 2020). En Solanum lycopersicum, esta familia tiene 86 genes del 
tipo UGT registrados según la base de datos de Uniprot  
Las glicosiltransferasas se asocian a la activación de respuestas a diferentes tipos de 
estreses de las plantas, incluyendo respuestas defensivas (Vogt and Jones, 2000; Dixon, 
2001; Qi et al., 2005) y la síntesis de la pared celular (Lao et al., 2003; Egelund et al., 
2004). Tal es el caso de la glicosiltransferasa Twi1 de S. lycopersicum, que se induce tras 
herir las hojas, tras la aplicación de SA exógeno (Donnell et al. 1998), y en respuesta a 
tratamientos con elicitores fúngicos (O’Donnel et al 1998). Este gen comienza a inducirse 
15 minutos tras realizarse la herida, hasta 2 horas después, alcanzando un máximo de 
inducción a las 4 horas después de la herida.  
En nuestro laboratorio se generaron plantas transgénicas de tomate de la variedad 
Money Maker con el gen Twi1 silenciado mediante RNAi resultando más susceptibles a 
infecciones virales que su fondo genético. Es por ello por lo que se asocia su expresión a 
una respuesta de defensa. Mediante estudios bioquímicos in vitro e in vivo, se comprobó 
que se trata de una glicosiltransferasa que utiliza glucosa UDP como donante de azúcar y 
como aceptores de azúcar los compuestos fenólicos simples 2,4-DHBA, 2.4.6-THBA, las 
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cumarinas escopoletina, esculetina y umbeliferona y los flavonoides quercetina y 
kaempferol (Campos et al., 2019).  
Así pues, en nuestro laboratorio disponemos de plantas transgénicas que sobre-
expresan el gen THT (35S::THT) o que silencian el gen Twi1 (RNAi_Twi1) que presentan 






En este trabajo, se pretende estudiar la implicación de los genes THT y Twi1 en la 
respuesta a herida, empleando las plantas transgénicas previamente generadas en nuestro 
laboratorio, que sobre-expresan el gen THT o que silencian el gen Twi1 y que presentan 
niveles alterados de diferentes compuestos fenólicos.  
Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos específicos: 
I. Análisis de la inducción de genes implicados en la respuesta a herida en las líneas 
transgénicas de tomate Twi1 1.1, Twi1 28.3, THT 7.3 y sus respectivos parentales. 
II. Estudio de la acumulación en respuesta a herida de quercetina, principal sustrato de 
Twi1, en las plantas transgénicas Twi1 1.1 y su parental Money Maker. 
III. Estudio de la deposición de callosa en respuesta a herida en las líneas transgénicas de 







MATERIALES Y MÉTODOS  
1. Material vegetal y condiciones de cultivo 
Para la realización de este Trabajo de Fin de Máster se utilizaron semillas de plantas 
de tomate S. lycopersicum de dos líneas transgénicas RNAi_twi1 (Twi1 1.1 y Twi1 28.3), 
las cuales tienen silenciada la expresión del gen Twi1 (Campos et al. 2019), de la línea 
transgénica 35S::THT 7.3 que sobre-expresa el gen THT (Campos et al., 2014), así como 
de sus correspondientes parentales Money Maker. 
1.1. Esterilización y germinación de las semillas 
La germinación de las semillas se llevó a cabo mediante técnicas de cultivo in vitro 
en condiciones de total esterilidad. Fueron envueltas en una tela de muselina o Micracloth 
para la realización posterior de lavados en 4 botes de vidrio esterilizados. El primero de 
estos recipientes contenía una dilución 1:1 de lejía comercial y agua destilada, con 0,05% 
(v/v) de Tween-20 para romper la tensión superficial del líquido. Las semillas 
permanecieron en el primer recipiente durante 30 minutos en agitación leve. Transcurrido 
este tiempo se realizaron lavados sucesivos de 5, 10 y 15 minutos en botes con agua 
destilada esterilizada. De esta manera se eliminan los restos de lejía y se favorece la 
germinación de las semillas. 
Tras la realización de los lavados, las semillas de cada variedad se colocaron en una 
Placa de Petri de 15 cm de diámetro en la cual se introdujo una lámina de papel 
esterilizado en autoclave para mantener la humedad, se colocaron las semillas separadas 
sobre el papel y se añadieron 14 mL de agua destilada y esterilizada. Las placas fueron 
selladas con MicroporeTM y envueltas con papel de aluminio para iniciar su germinación 
en oscuridad durante 2 días a 24ºC. Transcurridos los dos días el papel de aluminio fue 
retirado y las semillas fueron expuestas a luz 16 horas diarias, durante 4 días, en cámara 
de crecimiento a 24ºC con el fin de conseguir su germinación.  
1.2. Condiciones de cultivo 
En el momento en el que las semillas germinaron se procedió a su cultivo en 
invernadero. Para ello se sembró una semilla por cada maceta de 12 cm de alto por 13 cm 
de diámetro, con turba y perlita a partes iguales y se cultivaron en condiciones de 
invernadero a temperatura de 18-25ºC, a una humedad relativa de 50%-70% y un 
fotoperiodo de 8 horas de oscuridad y 16 horas de luz y fueron regadas con solución 
Hoagland (Naranjo et al. 2003). 
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2. Herida y toma de muestra 
Tras 4 semanas de crecimiento de las plántulas, se realizaron 5 heridas en la nervadura 
de los 5 foliolos de la tercera y cuarta hoja con la ayuda de unas pinzas dentadas que 
dañan la cara abaxial y adaxial de la hoja. Los mismos foliolos de plantas sin herir fueron 
tomados como muestras control.  
La recogida de muestra se realizó 24 y 48 horas después de herir. Los 5 foliolos 
heridos fueron recogidos en botes y sumergidos inmediatamente en nitrógeno líquido. 
Posteriormente se guardaron en cámaras de -80ºC hasta su análisis. El material vegetal se 
homogeneizó en condiciones de frío con un molino mezclador MM400 Retsch™. 
Para la preparación del material vegetal destinado a microscopía se emplearon los 5 
foliolos sometidos a herida de la tercera y cuarta hoja más jóvenes de plantas de 2 meses. 
Éstos se introdujeron en tubos Falcon® con tampón FAE (50% etanol absoluto, 5% ácido 
acético glacial y 3,7% formaldehído y agua milliQ hasta llegar al 100%) hasta su posterior 
tratamiento de fijación. 
3. Análisis de ácidos nucleicos 
3.1. Extracción de RNA total  
Se tomaron 100 mg de cada muestra homogeneizada, en un tubo Eppendorf® de 1,5 
mL, se añadió 1 mL de Extrazol para aislar el RNA total, siguiendo las recomendaciones 
del fabricante para evitar su degradación y se agitaron con vórtex el fin de favorecer al 
máximo su extracción. Tras 5 minutos a temperatura ambiente, se añadieron 200 µL de 
cloroformo, se agitaron, se dejaron reposar 15 minutos a temperatura ambiente y se 
centrifugaron durante 15 minutos a 13.000 rpm y 4ºC. La fase acuosa se traspasó a un 
Eppendorf® que contenía 500 µL de isopropanol para precipitar el RNA. Se agitaron y 
tras 5 minutos a temperatura ambiente se centrifugaron de nuevo 10 minutos a 13.000 
rpm y 4ºC. Se desechó el sobrenadante y el precipitado se lavó con etanol al 75% 
preparado con agua DEPC (dicarbonato de dietilo; para inactivar enzimas RNAsas). 
Nuevamente las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 7.000 rpm y 4ºC. Se 
eliminó el sobrenadante y el precipitado se en 90 µL de agua DEPC. Posteriormente se 
añadieron 10 µL de acetato de sodio (AcNa) 3M y 250 µL de etanol absoluto y se dejaron 
reposar 1 hora a -80ºC para favorecer la precipitación del RNA. Trascurrido este tiempo, 
se realizó una centrifugación durante 15 minutos a 13.000 rpm y 4ºC, se eliminó el 
sobrenadante y el precipitado resultante se secó a temperatura ambiente. Finalmente, se 
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resuspendió el precipitado en 46 µL de agua DEPC, se calentaron las muestras 5 minutos 
a 65ºC, se centrifugaron 10 minutos a 10.000 rpm y 4ºC y se recuperó el sobrenadante 
(44 µL). 
Para eliminar contaminaciones de DNA se utilizaron enzimas de DNAsa de un Kit 
comercial Invitrogen TURBO DNA free Kit de Thermo Fisher Scientific. Por cada 44 µL 
de muestra se requirieron 5 µL de tampón TURBO DNAsa 10x y 1 µL de enzima TURBO 
DNAsa. Posteriormente se incubaron las muestras a 37ºC en un Termobloque Accublock 
Digital Dry Bath de Labnet International durante -30 minutos, y se añadieron 5 µL de 
inactivador del enzima DNAsa y se incubaron durante 2 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente se centrifugaron durante 2 minutos a 10.000 rpm y 4ºC y se transfirió el 
sobrenadante a un Eppendorf® nuevo para su cuantificación mediante un 
espectrofotómetro de ultravioleta-visible Nanodrop ND-1000. 
3.2.  Retrotranscripción.  
Para el análisis de expresión génica por qPCR hay que convertir el mRNA a cDNA, 
y para ello se lleva a cabo la retrotranscripción, que consiste en añadir a un nuevo 
Eppendorf® 1 µg de mRNA, 2 µL de tampón, 0,5 µL de oligo dT primer 50 µM, 0,5 µL 
de enzima RT y agua DEPC hasta completar un volumen de 10 µL. Tras obtener estos 10 
µL de la mezcla, las muestras se incubaron durante 15 minutos a 37ºC en termobloque 
para realizar la transcripción reversa. Posteriormente, para inactivar la enzima retro-
transcriptasa las muestras se incubaron a 85ºC en termobloque unos segundos. Finalmente 
se diluyó el cDNA obtenido de cada muestra a 1:10 con agua DEPC y se almacenó a -
20ºC en una cámara de frío.  
3.3. Amplificación cuantitativa de DNA: q-RT-PCR  
Se realizaron PCR cuantitativas para medir la expresión de distintos genes de plantas 
de tomate implicados en la respuesta herida. Para ello se utilizó un marcador de 
flurocromo de PCR PYRO Taq EvaGreen qPCR mix Plus y la reacción se llevó a cabo 
en un volumen de 10 µL en una placa de 96 pocillos MicroAmpFast 96-Well 
ReactionPlate (Applied Biosystems). Se utilizó actina como gen endógeno y se realizaron 
3 réplicas técnicas de cada una de las muestras biológicas, introduciendo en cada pocillo. 
La amplificación de DNA fue controlada a tiempo real mediante el Sistema 7500 Fast 
Real Time PCR Products (Life Technologies) y Quant studioTM Design & Analysis. Los 
softwares utilizados para analizar los resultados fueron la versión 2.0.4 del primero y la 
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versión 1.5.1 del segundo. Se utilizaron diferentes oligonucleótidos para la realización de 
las distintas qPCRs y en la tabla 1 se encuentran sus correspondientes secuencias.  
Tabla 1 Secuencias de oligonucleótidos utilizados para la medición de expresión génica mediante la realización de 
qPCR. 
Gen Cebador directo (Forward) 5’>3’ Cebador reverso (Reverse) 
Actina 
CTA GGC TGG GTT CGC AGG AGA TGA 
TGC 
GTC TTT TTG ACC CAT ACC CAC CAT 
CAC AC 
Twi1 GGA TGC GAA GAG CTA TGG AG CGG ACC AAT AGC CCA ATT TT 
THT CCC CTT TTG ACG AAC CTA AA TTT GGA TCG GAA TTC CTC AA 
TCI21 ACT CGT CCT GTG CTT TGT CC CCC AAG AGG ATT TTC GTT GA 
JAZ3 TTC CCT GCT GAC AAA GCT AGA GCA AGG GTG CAG ATG AAA CTG ATC CGA 
LoxD GGC TTG CTT TAC TCC TGG TC AAA TCA AAG CGC CAG TTC TT 
PAL GCC AAG CTA TCG ACT TGA GG ATT AGC ACC CAT TGC CAG AG 
CalS12 AAT GCA TTC GGA TTT TCA GG TCT GTG TCA TCC CTT GCT TG 
CAT CAA GTT CGC CAT GCT GAG GTG TA AGC CTG AGA CCA GTA TGT GAT CCA 
A 
SOD CTT CAC CAC AAC CAG CAC TAC CA TCC AGG AGC AAG TCC AGT TAT ACG 
A 
POD TTG GAG TGT CTC GTT GCT C TTC ACC AGC ACT CCC TGT 
 
4. Análisis de compuestos fenólicos 
4.1. Análisis de compuestos fenólicos libres y totales 
 Se pesaron 500 mg de las muestras homogeneizadas congeladas a -80ºC en 
condiciones de frío, en Eppendorfs® de 1,5 mL. Posteriormente se añadió 1 mL de 
metanol con o-anísico 0.25mM como patrón interno, y se sometieron a ultra-sonidos 
durante 10 minutos para favorecer al máximo su extracción. Posteriormente, se 
centrifugaron a 4ºC durante 15 minutos a 12.000 rpm y el sobrenadante se trasvasó a un 
vial de vidrio. Con el fin de aumentar el rendimiento de la extracción, se repitió el proceso 
añadiendo 0,5 mL de metanol con el patrón interno y se añadió el sobrenadante al vial. El 
contenido del vial se dividió en dos partes iguales, en dos viales diferentes para el análisis 
de los compuestos libres y totales, respectivamente y se llevaron a sequedad bajo una 
corriente de nitrógeno en un termobloque a 37ºC. Una vez desecadas las muestras fueron 
resuspendidas, por un lado, con 100 µL de enzima -glucosidasa para liberar los 
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compuestos fenólicos conjugados en forma de β-glucósidos, en 900 µL de acetato de 
sodio 0,1 M a pH 4,5 obteniendo así los fenólicos totales y, por otro lado, los libres fueron 
resuspendidos en 1 mL de acetato de sodio 0,1 M a pH 4,5. Estas muestras se dejan a 
37ºC en un termobloque durante toda la noche.  
Pasado este tiempo, se añadieron a todos los viales 77 µL de ácido perclórico al 70% 
con el fin de detener la reacción y se añadieron a cada vial 2,5 mL de ciclopentano-acetato 
de etilo (50:50), para la extracción de los compuestos fenólicos. Se agitaron las muestras 
y se dejaron reposar con el fin de que se formaran dos fases. Una vez establecidas, se 
transfirió la fase superior a un nuevo vial y se evaporó en corriente de nitrógeno. 
Finalmente, las muestras se resuspendieron las 200 µL de metanol con la ayuda de un 
agitador de vórtex, se filtraron con filtros previamente saturados en metanol y se 
inyectaron 20 µL en el HPLC-MS. 
4.2. Análisis de compuestos fenólicos conjugados 
Se pesaron 500 mg de cada muestra en condiciones de frío en Eppendorfs® de 1,5 mL 
y se procedió a su liofilización. Las muestras se extrajeron con metanol y se realizó un 
análisis metabolómico no dirigido de metabolitos secundarios empleando un UPLC-
QToF-MS/MS en el servicio de metabolómica del Centro de Edafología y Biología 
Aplicada del Segura (Murcia). Los resultados obtenidos están pendientes de ser recibidos. 
5. Tinción de callosa con Azul de Anilina en hojas de S.lycopersicum.  
La deposición de callosa de las células vegetales se identificó mediante una tinción 
con azul de anilina (Currier 1957, Hood & Shew 1996, An et al. 2010, Chen & Halterman 
2011). Está demostrada la unión del fluorocromo del tinte a glucanos y otros polisacáridos 
vegetales dando lugar a una afinidad entre el pigmento azul de la anilina con los β-1,3-D-
glucano, es decir con la callosa, permitiendo realizar estudios sobre respuestas a 
patógenos (Nowicki et al, 2013). 
El tejido vegetal conservado en tampón FAE, fue fijado sometiéndolo a vacío con la 
ayuda de una bomba de vacío durante 10 minutos. Posteriormente se eliminó el FAE en 
exceso, se añadió etanol 70% y se guardaron las muestras a 4ºC durante 24 horas. Tras la 
fase de fijación, las muestras se destiñeron mediante la aplicación de soluciones crecientes 
de etanol cada 30 minutos, (85%, 95% y 100%.) La última aplicación se realizó 3 veces 
hasta conseguir que los tejidos se destiñeran absolutamente. Para proceder con la tinción 
de callosa, se eliminó el etanol y se añadió tampón fosfato sódico, el cual se dejó actuar 
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durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se retiró el tampón y se 
añadió una solución de anilina 0,05% en el mismo tampón, a cada muestra. Se mantuvo 
en oscuridad durante una noche en agitación. Finalmente, se realizó el cambio de la 
solución de anilina y tras 1 hora en oscuridad y agitación se procedió a la observación de 
las muestras en el microscopio UV Leika 5000 y se midió la intensidad de fluorescencia 
con el programa ImageJ.  
6. Análisis estadístico. 
El tratamiento estadístico de datos para distintos grupos de muestras se realizó 
mediante test ANOVA utilizando la prueba Post Hoc Tukey con un p-valor de 0,05 







RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
1. Análisis de los niveles de expresión de genes implicados en la respuesta a 
herida. 
1.1. Análisis en plantas 35S::THT. 
Para el estudio del papel de THT en la respuesta a herida se utilizó la línea THT 7.3, 
que presentó los mayores niveles de expresión relativa de THT y acumulación de HCAAs 
(Campos et al, 2004), y su parental Money Maker (MM). Ambas líneas fueron heridas y 
se recogieron muestras a las 24 horas, tal y como se especifica en Materiales y Métodos. 
Posteriormente, se analizaron mediante qRT-PCR las diferencias en los niveles de 
expresión relativa de varios genes que participan en la señalización de herida, incluyendo 
Twi1, THT, TCI21, JAZ3, LoxD y PAL (Figura 6), así como en la reparación del daño 
provocado por la acumulación de ROS causado por la misma, tales como SOD, CAT y 
POD (Figura 7). 
En cuanto a la expresión del gen THT (Figura 6A), se comprobó su mayor expresión 
constitutiva en la línea transgénica sin herir, así como su mayor inducción por herida, 
siendo ambos resultados significativos. Estos resultados corroboran los previamente 
publicados por nuestro grupo (Campos et al., 2014).  
La expresión relativa de genes como Twi1 y JAZ3 (Figuras 6B y C) aumentó tras la 
herida, tanto en la línea transgénica THT 7.3 como en su parental, siendo esta inducción 
mayor en la línea transgénica. Asimismo, las plantas transgénicas THT 7.3 no heridas 
mostraron una menor expresión constitutiva de ambos genes con respecto a su parental 
MM. Todos estos resultados, a excepción de la inducción por herida de Twi1 en las plantas 
MM, resultaron ser significativos. 
En cuanto a TCI21 (Figura 6D), un inhibidor de quimiotripsina involucrado en la 
defensa contra herbívoros (Lison et al 2016), se observó una inducción significativa en 
sus niveles de expresión relativa como consecuencia de la herida en las plantas MM. 
Aunque también se observó dicha inducción en la línea transgénica THT 7.3 por la herida, 
ésta fue la mitad de la observada en las plantas control heridas. Las diferencias de 
inducción por herida entre las plantas transgénicas y las MM resultaron ser significativas.  
La misma tendencia significativa se observó para los genes LoxD y PAL (Figuras 6E 
y 6F), implicados en la síntesis de JA y fenilpropanoides, respectivamente. Así, ambos 
genes presentaron una menor inducción por herida en las plantas transgénicas. Asimismo, 
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se observó que las plantas transgénicas sin herir presentan unos mayores niveles de 
expresión relativa de PAL. Estos resultados podrían explicarse por el hecho de que estas 
plantas transgénicas acumulan mayores niveles constitutivos de CT y FT (Campos et al 
2014), cuya síntesis es dependiente de este enzima. 
Nuestros resultados parecen indicar que las plantas transgénicas THT presentan una 
menor inducción de los genes que participan en la respuesta a herida, tales como TCI21, 
LoxD y PAL, sugiriendo que estas plantas que sobreexpresan HCCAs podrían ser más 
resistentes a los daños mecánicos debido a un refuerzo en la pared celular y, por tanto, 
requerir de una menor activación de esta respuesta defensiva. De hecho, las amidas FT y 
CT se unen a la pared celular (Clarke en 1982), lo que supone una mejor defensa física y 
química contra patógenos y plagas (Pearce et al 1998). Asimismo, se ha descrito un 
aumento en la acumulación de las mismas (Atsushi et al. 2000) y la posterior formación 
de dímeros entrecruzados en la pared celular tras la herida (King y Calhoun, 2005). 
Además, se ha descrito una mayor resistencia de estas plantas a la infección por bacteria 
Pseudomonas syringae llevada a cabo por infiltración, en la que la pared celular podría 





Figura 6: Expresión relativa de los genes Twi1, THT, TCI21, JAZ3, LoxD y PAL en hojas de plantas transgénicas de 
tomate 35S::THT (THT 7.3) y su parental Money Maker (MM) ) después de 24h de la herida (H) y sin herir (NH). A: 
Expresión relativa del gen THT, B: Expresión relativa del gen Twi1; C: Expresión relativa del gen JAZ3; D: Expresión 
relativa del gen TCI21; E: Expresión relativa del gen LoxD. F: Expresión relativa del gen PAL. Se analizó mediante 
qRT-PCR el mRNA de hojas de las plantas de tomate para los distintos genes, utilizando el gen de la actina como gen 
de referencia para la normalización de los datos. Se tomó como valor de referencia 1 para los controles no heridos (MM 
NH). Las barras de error representan la media del error estándar de las tres réplicas del experimento. Las diferentes 
letras representan diferencias significativas de acuerdo con test ANOVA con p- valor menor de 0,05 entre las distintas 
variedades de tomate. 
Debido a que tiene lugar una acumulación de ROS in situ como consecuencia de la 
herida, se estudió la expresión relativa de los genes CAT, SOD y POD que codifican 
enzimas que participan en la disminución de la toxicidad de dichos ROS, tanto en la línea 
transgénica THT 7.3 como en su parental MM. Como se aprecia en la Figura 7, se observó 





























































































































































































de tomate transgénicas THT 7.3 sin herir. Estos resultados podrían explicarse por a la 
mayor acumulación constitutiva de FT y CT, que son compuestos con una alta capacidad 
antioxidante (Zacarés et al, 2007). Por otra parte, a diferencia de las plantas control, el 
comportamiento de estos tres genes tras la herida resultó ser el mismo, presentando un 
aumento significativo en los niveles de expresión relativa a las 24 h. Estos resultados 
podrían sugerir que las plantas transgénicas presentan un “priming” en la detoxificación 
de la acumulación de ROS provocada por la herida. Experimentos de cinéticas de 




Figura 7: Expresión relativa de los genes CAT, SOD y POD en hojas de plantas de tomate Money Maker como control 
(MM) y 35S:THT (THT 7.3) heridas 24 horas antes de la recogida (H) y sin herir (NH). A: Expresión relativa del gen 
CAT, B: Expresión relativa del gen SOD; C: Expresión relativa del gen POD. Se analizó mediante qRT-PCR el mRNA 
de hojas de las plantas de tomate para los distintos genes, utilizando el gen de la actina como gen de referencia para la 
normalización de los datos. Se tomó como valor de referencia 1 para los controles no heridos (MM NH). Las barras de 
error representan la media del error estándar de las tres réplicas del experimento. Las letras diferentes letras representan 
diferencias significativas de acuerdo con test ANOVA con p-valor menor de 0,05 entre las distintas variedades de 
tomate. 
De manera global, nuestros resultados sugieren que las plantas THT 7.3, que 
acumulan constitutivamente los antioxidantes HCAAs, presentan una menor expresión 



























































































sugiere que estas plantas podrían ser más resistentes al daño mecánico y, por tanto, 
requerir de una menor activación de la respuesta defensiva provocada por la herida.  
1.2. Análisis en plantas transgénicas RNAi_Twi1.  
Para estudiar el papel de Twi1 en la respuesta a herida se utilizaron dos líneas de 
plantas de tomate transgénicas Twi1 1.1 y Twi1 28.3 y su correspondiente fondo Money 
Maker (MM). Del mismo modo que para las plantas 35S:THT, se realizó la herida y se 
tomaron las muestras después de 24 h. A continuación, se midió la expresión relativa de 
los genes implicados tanto en la propia respuesta a herida Twi1, THT, TCI21, JAZ3, LoxD 
y PAL (Figura 8), como los relacionados con la acumulación de ROS, tales como SOD, 
CAT y POD, mediante qRT-PCR (Figura 9).  
Respecto al gen Twi1 (Figura 8A), se observó una inducción significativa en plantas 
MM tras 24 horas de la herida. Esta inducción de Twi1 coincide con los resultados de 
O’Donnell et al. (1998). Además, tal y como cabía esperar, se comprobó el silenciamiento 
de Twi1 en ambas líneas transgénicas sin herir y heridas (Figura 6A; Campos et al, 2019).  
En todos los genes analizados, a excepción de PAL, se produjo una mayor inducción 
causada por la herida en las líneas transgénicas respecto a la inducción observada en las 
plantas MM heridas, siendo estas diferencias significativas en todos los casos, excepto 
para el gen JAZ3 en la línea transgénica Twi1 28.3 (Figuras 8B-E).  
Del mismo modo que para las plantas transgénicas THT 7.3, los niveles de expresión 
de PAL no mostraron un aumento significativo entre las líneas transgénicas sin herir y 







Figura 8: Expresión relativa de los genes Twi1, THT, TCI21, JAZ3, LoxD y PAL en hojas de plantas de tomate Money 
Maker como control (MM) y en transgénicas Twi1 1.1 y Twi1 28.3 heridas 24 horas antes de la recogida (H) y sin herir 
(NH). A: Expresión relativa del gen Twi1, B: Expresión relativa del gen THT; C: Expresión relativa del gen TCI21; D: 
Expresión relativa del gen JAZ3; E: Expresión relativa del gen LoxD; F: Expresión relativa del gen PAL. Se analizó 
mediante qRT-PCR el mRNA de hojas de las plantas de tomate para los distintos genes, utilizando el gen de la actina 
como gen de referencia para la normalización de los datos. Se tomó como valor de referencia 1 para los controles no 
heridos (MM NH). Las barras de error representan la media del error estándar de las tres réplicas del experimento. Las 
letras representan diferencias significativas de acuerdo con test ANOVA con p-valor menor de 0,05 entre las distintas 
variedades de tomate. 
Respecto a los niveles de expresión de genes que codifican enzimas implicados en la 
detoxificación causada por la explosión oxidativa de la herida, se observó que de manera 
constitutiva SOD y POD presentaron niveles de expresión relativa significativamente 
menores que las correspondientes parentales (Figuras 9B y 9C). Estos resultados 
coinciden con los observados en las líneas transgénicas 35S:THT y podrían explicarse del 













































































































































































































acumulación del flavonoide quercetina, que ha sido descrito como un potente antioxidante 
de origen vegetal. Sin embargo, los niveles de expresión de CAT entre las plantas 
transgénicas y las MM no presentaron diferencias significativas (Figura 9A).  
 
Figura 9: Expresión relativa de los genes CAT, SOD y POD en hojas de plantas de tomate Money Maker como control 
(MM) y Twi1 1.1 y Twi1 28.3 heridas 24 horas antes de la recogida (H) y sin herir (NH). A: Expresión relativa del gen 
CAT, B: Expresión relativa del gen SOD; C: Expresión relativa del gen POD. Se analizó mediante qRT-PCR el mRNA 
de hojas de las plantas de tomate para los distintos genes, utilizando el gen de la actina como gen de referencia para la 
normalización de los datos. Se tomó como valor de referencia 1 para los controles no heridos (MM NH). Las barras de 
error representan la media del error estándar de las tres réplicas del experimento. Las diferentes letras representan la 
agrupación para diferencias significativas de acuerdo con test ANOVA con p-valor menor de 0,05 entre las distintas 
variedades de tomate. 
Nuestros resultados parecen indicar que las plantas transgénicas RNAi_Twi1 presentan 
una mayor inducción de todos los genes de respuesta a herida analizados, excepto PAL, 



































































































quercetina y el kaempferol, podría estar reprimiendo la respuesta a herida. Asimismo, la 
mayor susceptibilidad de estas líneas al patógeno TSWV previamente descrita por nuestro 
grupo (Campos et al, 2019) podría ir acompañada de una mayor resistencia a insectos 
herbívoros, confirmando así el antagonismo entre JA y SA. 
2. Acumulación de quercetina total en plantas de tomate RNAi_Twi1 heridas.  
Se ha demostrado en algunos estudios que la herida aumenta la resistencia sinérgica 
a otros estreses además de producir una mayor acumulación de flavonoides (Ortega-
Hernández et al, 2019). Se quiso profundizar en la caracterización de las plantas 
transgénicas Twi1 1.1, analizando el contenido de quercetina en hojas a las 24 horas tras 
herir y en hojas no heridas, en comparación con su parental MM. Como se muestra en la 
Figura 10, se observaron niveles medios de acumulación de quercetina libre de 1,53 nmol 
por g de peso fresco (PF) en las plantas MM sin herir y de 0,88 nmol por g de PF en las 
plantas MM heridas. Para el caso de las plantas transgénicas Twi1 1.1 no heridas se 
obtuvieron valores medios de 1,86 nmol/g de PF, mientras que se detectaron valores 
medios de 1,08 nmol/g de PF en las plantas Twi1 1.1 heridas. Por lo tanto, nuestros 
resultados indican que la herida produce una disminución significativa de la acumulación 
de quercetina libre en plantas de tomate. Asimismo, se observa que el silenciamiento de 
Twi1 produce una acumulación significativamente mayor de quercetina libre.  
La misma tendencia se observó para los niveles de quercetina total (Figura 11). En 
concreto, se detectaron niveles medios de 22,76 nmol por g de PF en las plantas MM sin 
herir, que disminuyeron a valores de 14,11 nmol por g d PF en estas mismas plantas 
heridas. Con respecto las plantas transgénicas Twi1 1.1, se detectaron valores medios de 
32,96 nmol/g de PF en las plantas no heridas, frente a 27,61 nmol/g de PF detectados en 
las plantas Twi1 1.1 heridas. A diferencia de los niveles de quercetina libre, la reducción 
en los niveles de quercetina total en las plantas transgénicas heridas con respecto a las 











Figura 10: Niveles de quercetina libre en plantas de tomate Moneymaker y transgénicas Twi11.1 antes y 
después de herir. Se analizaron por HPLC (UPLC-Q-ToF-MS) los niveles de quercetina libre en hojas a las 
24 horas de herir y no heridas. Nmol/g PF: nmol por gramo de peso fresco; MM: Variedad Money Maker; 
Twi1.1: Línea transgénica Twi1 1.1; NH: No herida; H: Herida. Las barras de error representan la 
desviación estándar de las réplicas del experimento. Diferentes letras representan diferencias significativas 




Figura 11: Niveles de acumulación de quercetina total (suma de quercetina libre y glicosilada) en plantas 
de tomate Money Maker y transgénicas Twi1 1.1 sin herir y heridas. Se analizó por HPLC (UPLC-Q-ToF-
MS) los niveles de quercetina total en hojas a las 24 horas de herir y no heridas. Nmol/g PF: nmol por 
gramo de peso fresco; MM: Variedad Money Maker; Twi1.1: Línea transgénica Twi1 1.1; NH: No herida; 
H: Herida. Las barras de error representan la desviación estándar de las réplicas del experimento. Diferentes 
letras representan diferencias significativas de acuerdo con test ANOVA con p-valor menor de 0,05 entre 
las distintas variedades utilizadas. 
La disminución en la acumulación de quercetina en respuesta a la herida detectada 
coincide con los estudios de Tu y colaboradores (2016) en los que analizaron dos 
quimiotipos de cártamo. Tras la aplicación de MeJA, estas plantas presentaron una menor 






























































Los flavonoides conjugados son utilizados por la planta para formar compuestos que 
refuercen la pared celular, como se sugiere en estudios de Karre y colaboradores (2019). 
Tras el silenciamiento de Twi1 sería de esperar una mayor acumulación de su sustrato, en 
este caso de quercetina libre, ya que no sería glicosilado en la misma medida. Tal es el 
caso de los estudios realizados por Liu y colaboradores (2015), en los que el 
silenciamiento de la glucosiltransferasa UGT71C5, que participa en la homeostasis del 
ABA mediante su glicosilación da lugar a ABA-Glucose ester (ABA-GE), produjo la 
acumulación de mayores niveles de ABA y menores de ABA-GE. Sin embargo, nuestros 
resultados contrastan con el fenotipo esperado para las plantas de tomate transgénicas 
RNAi Twi1. Se han descrito muchos resultados polémicos en este sentido. Así, por 
ejemplo, plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresan AtSGT1, que codifica 
una SA glicosiltransferasa, mostraron niveles más bajos de SA libre y conjugado, en 
comparación con las plantas control (Song et al, 2008) Por otra parte, plantas transgénicas 
de tabaco que tienen silenciada la glicosiltransferasa TOGT presentaron una caída en la 
cantidad de escopolina y escopoletina después de la infección por TMV, en comparación 
con las plantas control (Chong et al 2002). Además, plantas transgénicas que 
sobreexpresan TOGT acumulan mayores niveles de escopolina y escopoletina después de 
la inoculación con TMV (Gachon et al 2004). Por último, en estudios previos de nuestro 
laboratorio se observó que las mismas líneas de tomate Twi1 1.1 y Twi1 28.3, presentaron 
unos mayores niveles de acumulación de quercetina libre y total que sus respectivos 
parentales cuando eran infectadas con TSWV, sugiriendo que debían existir otras enzimas 
similares que participaran en la glicosilación de flavonoides además de Twi1.  
3. Análisis de callosa en respuesta a herida en plantas RNAi_Twi1 y 35S::THT. 
La herida induce la acumulación de callosa en el fruto del tomate (Lu et al., 2019). 
Además, algunos autores sugieren la existencia de un vínculo entre la vía de la JA y la 
deposición de callosa en tomate (Vicedo et al., 2009). Por ello, se quiso estudiar la posible 
implicación de THT y Twi1 en la deposición de callosa en respuesta a herida. Para ello 
quisimos estudiar la expresión génica de genes relacionados con la síntesis de callosa, así 
como la acumulación de callosa en hojas heridas mediante tinción de Azul de Anilina.  
3.1.Expresión génica de CalS12. 
Una vez estudiada la inducción de genes de defensa en la planta, y la acumulación de 
quercetina, nos dispusimos a estudiar la expresión génica relacionada con la deposición 
de callosa tras la herida. Para ello se midió la expresión relativa de CalS12-like (Adkar-
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Purushothama et al, 2015) en hojas de tomate 24 horas tras la herida en todas las líneas 
utilizadas en este trabajo.  
Como muestra la Figura 12, no se observó una inducción significativa como 
consecuencia de la herida del gen CalS12-like en las plantas MM, ni en las transgénicas 
analizadas. Estos resultados parecen indicar que o bien este gen no participa en la síntesis 
de callosa en respuesta a herida en hojas de tomate, o bien tal acumulación no tiene lugar. 
Estudios de inducción del gen CalS11-like (Adkar-Purushothama et al., 2015) u otros 
genes implicados en la síntesis de callosa, tales como la 12-oxofitodienoato reductasa 3 
OPR3 (Scalschi et al., 2014) podrían ayudar a discernir entre ambas posibilidades. 
 
 
Figura 12 : Expresión relativa de CalS12-like en hojas de plantas de tomate Money Maker control (MM), hojas de 
plantas Twi1 1.1 y Twi1 28.3 y plantas THT 7.3 heridas 24 horas antes de la recogida (H) y sin herir (NH). A: Expresión 
relativa del gen CalS12-like en líneas Twi1 1.1 y Twi1 28.3 y su parental; B: Expresión relativa del gen CalS12 en 
lineas THT 7.3 y su parental. Se analizó mediante qRT-PCR el mRNA de hojas de las plantas de tomate para los 
distintos genes, utilizando el gen de la actina como gen de referencia para la normalización de los datos. Se tomó como 
valor de referencia 1 para los controles no heridos (MM NH). Las barras de error representan la media del error estándar 
de las tres réplicas del experimento. Las letras representan diferencias significativas de acuerdo con test ANOVA con 
p-value menor de 0.05 entre las distintas variedades de tomate 
3.2.  Tinción de callosa con Azul de Anilina. 
Se quiso estudiar el papel que podrían tener los productos generados por la actividad 
de THT y los sustratos o productos de Twi1 en la posible deposición de callosa producida 
por la herida, así como comprobar las diferencias fenotípicas que pudieran darse entre 
todas las líneas respecto a sus correspondientes líneas parentales MM. Para ello se realizó 





































































tomate de las líneas Twi1 1.1, Twi1 28.3, THT 7.3 y sus respectivos parentales y se midió 
la intensidad de fluorescencia con el programa ImageJ, tal y como se describe en 
Materiales y Métodos. 
Los resultados obtenidos para la intensidad de fluorescencia mostraron que en la línea 
THT 7.3 las hojas heridas presentaron una mayor fluorescencia de callosa teñida con azul 
de anilina alrededor de la herida que su correspondiente parental (Figura 13), aunque los 
resultados observados no fueron significativos. 
 
Figura 13: Tinción de azul de anilina de hoja de tomate de línea THT 7.3 y su parental. Fueron heridas con pinzas 24 
horas antes de la recogida. A: Tinción de callosa de heridas en MM; B: Tinción de callosa de heridas en THT 7.3. C: 
Fluorescencia de callosa teñida con azul de anilina, medida con ImageJ. 
Con respecto a la línea transgénica Twi1 28.3 se observó una menor acumulación de 
callosa con respecto a su parental, mientras que las heridas de hojas de la línea de Twi1 
1.1 no mostraron diferencias respecto a su parental en la tinción de callosa con Anilina 















Figura 14: Tinción de azul de anilina de hoja de tomate de las líneas Twi1 1.1, Twi1 28.3 y su parental. Fueron heridas 
con pinzas 24 horas antes de la recogida. A: Tinción de callosa de heridas en MM; B: Tinción de callosa de heridas en 
Twi1 1.1; C: Tinción de callosa de heridas en Twi1 28.3; D: Fluorescencia de callosa teñida con azul de anilina, medida 
con ImageJ en tres hojas de cada variedad. 
La acumulación de fluorescencia de callosa alrededor de la herida podría deberse a la 
necrosis que se produce y coincidiría con el estudio de Dai y colaboradores (1996) en el 
que observaron que la infección con Xanthomonas campestris, produce una acumulación 
de callosa en el borde de la zona necrótica. Se ha descrito que se produce la acumulación 
de compuestos fenólicos en las zonas de infección de Xanthomonas campestris, en 
concreto, observando la acumulación de flavonoides dentro de las papilas enriquecidas 
con callosa y en las paredes celulares de la planta infectada (Dai et al, 1996).  
En un principio, se describió la deposición de callosa como un refuerzo de la pared 
celular para impedir la penetración de patógenos y mejorar así la resistencia (Stone and 
Clarke, 1992). Sin embargo, el mutante en la síntesis de callosa pmr4 presentó una mayor 
activación de las defensas y señalización mediada por SA, presentando por tanto un 
aumento en la resistencia a patógenos (Nishimura et al, 2003). Estos resultados son 
contradictorios con los de Ellinger y colaboradores (2013) que demostraron que la 
sobreexpresión de Cals12 mejora la deposición de la callosa y aumenta la resistencia al 
oídio; u otros estudios en los que se observó que la callosa en paredes celulares constituye 
una barrera contra patógenos, y constituye un indicador de la reacción de defensa de la 














Aunque nuestros resultados son preliminares, hemos observado una cierta tendencia 
de las plantas 35S::THT a acumular más callosa, mientras que las plantas RNAi_Twi 
podrían presentar un defecto en su acumulación. En el futuro, se llevarán a cabo nuevos 
experimentos para corroborar esta hipótesis.  
En el presente trabajo hemos observado que los genes THT y Twi1 podrían jugar un 
papel en la respuesta defensiva activada por la herida de plantas de tomate, través de la 
regulación del metabolismo de las HCAAs y de los flavonoides, respectivamente. El 
análisis de la totalidad de compuestos fenólicos acumulados en las plantas transgénicas 
35S::THT y RNAi_Twi1 sin herir y heridas con respecto a sus correspondientes controles 
que está siendo llevado a cabo en el Centro de Edafología y Biología Aplicada del Segura 
(Murcia) resultará de gran interés para comprender mejor el papel de los metabolitos 










1. La línea THT 7.3 presenta una menor expresión relativa de genes que participan 
en la detoxificación de ROS de manera constitutiva y una mayor inducción de los 
genes de respuesta a herida.  
2. Las líneas RNAi_Twi1 presentan una mayor inducción de los genes de respuesta 
a herida, indicando que la glicosilación de los sustratos de Twi1, podría estar 
reprimiendo la respuesta a herida. 
3. La herida produce una disminución significativa de la acumulación de quercetina 
libre y total en plantas de tomate.  
4. El silenciamiento de Twi1 produce una acumulación significativamente mayor de 
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